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RESUMEN

Para proponer una escala de severidad para la fusariosis en uchuva, aislamientos del
género Fusarium fueron extraidos de plantas de uchuva que mostrasen sintomas. Una
vez establecida la coleccion de hongos, se clasificaron y se inocularon en plantas sanas
para observar el proceso de colonizacion y el progreso de la enfermedad. Se agruparon
los sintomas de manera tal que permitieran establecer una escala grafica de uso sim-
ple para la estandarizacion del tema. Un resultado no esperado fue la identificacion
de dos especies: F. solani y F. pseudocircinatum, las cuales no habian sido reportadas
como inductoras de la enfermedad. Por Ultimo, es oportuno destacar que el presente
trabajo es la primera propuesta para establecer en una escala los distintos grados de
enfermedad por los que atraviesa la uchuva al experimentar fusariosis.

INTRODUCCION

Uno de los géneros de hongos mas importantes cuando se estudian enfermedades
de plantas es Fusarium, debido a que ocasiona grandes pérdidas economicas a ni-
vel mundial al inducir enfermedades sobre muchas especies (Nelson et al, 1994;
Olivain y Alabouvette, 1999; Fravel et al., 2003). Quizas la mas conocida de estas
enfermedades es la marchitez vascular de las plantas, en la cual el hongo impide la
traslocacion de agua y nutrientes a lo largo de la planta conduciendo finalmente a la
muerte del individuo (Schumann y D’Arcy, 2006). En Colombia, especies de este gé-
nero afectan de manera importante flores y frutales de alta importancia comercial,
como clavel, tomate, uchuva, etc. De esto se desprende que es necesario encontrar
maneras de controlar al hongo, y debe comenzarse por conocerse la enfermedad y su
desarrollo, no solo los sintomas finales de la misma. Dado que la uchuva fue un cul-
tivo con gran crecimiento en los Ultimos anos (Legiscomex, 2008), el cual se ha visto
seriamente afectado por este hongo, se escogio para buscar una manera alternativa
y efectiva de controlar la enfermedad.

Diferentes especies del género Fusarium ocasionan enfermedades, las cuales
afectan diversos cultivos como plantas horticolas y en especial granos y cereales
de importancia mundial como el arroz y maiz, entre otros (Nelson et al., 1994). Sin
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embargo, aunque se conocen muchos cultivos que han sido atacados por Fusarium
sp, en especial por la especie Fusarium oxysporum, puede ser que aun no hayan sido
reportados todos los potenciales hospederos de importancia agricola (Gordon y Mar-
tyn, 1997), de ahi la importancia de estudiar como se desarrollan las enfermedades
causadas por Fusarium en este tipo de cultivos.

Dentro de las enfermedades causadas por este género, las mas representativas
son las del tipo vascular; estas al afectar el transporte de agua y minerales a través
del cuerpo del hospedero producen sintomas como marchitamiento, decaimiento
y amarillamiento (Schumann y D’Arcy, 2006). La marchitez causada por la especie
Fusarium oxysporum es muy importante, debido a su amplio rango geografico, la
persistencia del indculo en el suelo y al alto nimero de hospederos susceptibles
(Beckman, 1987). Esta probablemente es la especie de Fusarium mas importante en
términos econdémicos, puesto que puede afectar hasta el 90% de las plantas, como
ha ocurrido en cultivos como el tomate. Al estar presente en el cultivo, esta especie
induce la aparicion de sintomas como la deshidratacion de la parte apical hacia la
parte basal (conocido como marchitez descendente), provocando la muerte de las
plantas y por lo tanto pérdidas de gran importancia en la produccion (Schumann y
D’Arcy, 2006). Lo anterior afecta directamente a los productores, quienes no solo
tienen una pérdida economica sino de tiempo y desgaste del suelo. Incluso si la
enfermedad no perjudica a la produccion total del cultivo, la calidad del producto
puede estar comprometida, lo cual limita las posibilidades de mercadeo y restringe,
en muchos casos, la oportunidad de exportacion (CCl, 2005). Ademas, el control de
Fusarium es dificil, en parte porque se encuentra en casi todo tipo de suelo y es un
componente habitual de la microflora (Fravel et al., 2003).

En el afo 2003, la especie Fusarium oxysporum fue reportada como el patégeno
causal de la marchitez vascular en el cultivo de la uchuva (Carreno, 2007). Es
importante evaluar la enfermedad que Fusarium produce al cultivo de la uchuva,
debido a la amplia aceptacion en mercados internacionales y un potencial cada vez
mayor (CCl, 2005), asi como aportar informacion que eventualmente puede ayudar
en la evaluacion de biocontroladores. Dado que se desconocen detalles de la etiologia
de la enfermedad en este cultivo, el objeto de este trabajo fue aislar y reconocer
los Fusarium asociados a plantas sintomaticas, determinar la patogenicidad de los
aislamientos y describir el progreso de la enfermedad.

Se utilizaron plantas de uchuva que mostraran signos avanzados de la enfermedad
que pudieran explicarse por el ataque de Fusarium sp. (fusariosis). Las muestras
provinieron de diferentes localidades del departamento de Cundinamarca: Granada,
Silvania y Pasca.

Se procedio a realizar una esterilizacion de la superficie de las muestras. Para ello se
tomaron submuestras que incluyen 3 cm por encima y por debajo de la corona. Esos
segmentos fueron sumergidos en una solucion 5% de hipoclorito de sodio durante 3 mi-
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nutos, después fueron enjuagados 5 veces con agua destilada estéril. Posteriormente
se procedio a obtener secciones de 1 cm de longitud, las cuales se cultivaron en cajas
de Petri sobre agar papa dextrosa a un cuarto de su concentracion (APD 1/4).

Determinacion taxonomica

Los diferentes aislamientos se inocularon sobre medio APD a concentracion completa
y agar Agua-Hoja de clavel (AHC) (Figura 7B) (Nelson et al, 1983; Leslie y Summerell,
2006); una vez desarrollados fueron identificados mediante el uso de manuales de
identificacion de Fusarium utilizando la observacion de sus estructuras, como reco-
miendan Leslie y Summerell (2006).

Pruebas de patogenicidad

Preparacion de indculos

Los aislamientos fueron reactivados, cultivandolos en cajas de Petri con APD a % , y
se les dejo crecer durante 8 dias, cuando se cosech6 para preparar una suspension
conidial, que serviria para las pruebas de patogenicidad.

Las suspensiones se elaboraron anadiendo 2 ml de agua destilada estéril (ADE) a
la caja de Petri; sobre el micelio de cada hongo y con ayuda de un asa bacterioldgica,
se rasparon las superficies del medio separando asi las macro y microconidias,
suspendiéndolas en el agua. Este volumen era retirado de la caja y se realizaron dos
lavados adicionales, cada uno con 3 ml de ADE para recolectar las conidias restantes.

A cada suspension obtenida se le determind el titulo, contando las esporas
presentes en tres submuestras, utilizando una camara de Neubauer Improved (Optik
Labor). Conocido el titulo se corrigieron las concentraciones conidiales a 104, 10° y
10°UFC/ml para las pruebas de patogenicidad, las cuales eran aplicadas en el suelo
experimental a saturacion, y como solucion donde se sumergieron las raices de las
plantulas en las pruebas de patogenicidad.

Después de no encontrar diferencias significativas en las velocidades de infeccion
utilizando las concentraciones mencionadas, y habiendo determinado que los titulos
de inoculo en suelo alcanzaban concentraciones alrededor de 102 UFC/g de suelo, se
prefirio utilizar el método de inoculacion denominado salvado-grano (“Chaff-grain”).
Este método consiste en la mezcla de granos de cereales, los cuales han sido pre-
inoculados con el hongo, con el suelo en donde se establece la planta que se va a
evaluar. En este estudio, el grano inoculado fue trigo y el protocolo de infeccion se
encuentra reportado por Leslie y Summerell (2006), siendo ampliamente aceptado
en este tipo de estudios.

Inoculacion de suspensiones en plantulas de uchuva

El paquete radicular de 6 plantulas, presentando dos pares de hojas verdaderas ex-
pandidas, que iban a ser inoculadas con las suspensiones, fue previamente recortado
(1/3 de la longitud). Posteriormente, las raices fueron sumergidas en la suspension
correspondiente a cada tratamiento (104, 10° y 10° UFC/ml), durante 5 minutos.
Asi, fueron plantadas en substrato no inoculado, se regaron cada tercer dia con
30 ml de agua estéril por plantula y no se realizaron fertilizaciones. El sustrato en i
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cual se mantuvieron las plantas, correspondio al suelo utilizado para la germinacion
de las semillas (turba) y no se aiadio6 suelo adicional o cascarilla de arroz durante el
tiempo de evaluacion. Este experimento se repitio 3 veces.

Evaluacion de la presencia del hongo en el sistema vascular
de las plantulas

Para evaluar la colonizacion interna de los aislados, 66 plantulas fueron plantadas en
una bandeja de propagacion de 144 alvéolos, manteniendo los grupos de 6 plantulas
separados. En total se establecieron doce tratamientos para este ensayo, incluido
el control. Los tratamientos consistieron en enfrentar cada grupo a un aislamiento
del hongo.

A partir del décimo dia, luego de la inoculacion, se realizaron muestreos
destructivos para determinar si los hongos inoculados lograban penetrar al sistema
vascular de las raices de las plantulas. Para determinar la presencia de los hongos
en las plantulas, estas fueron extraidas de la bandeja de propagacion y sus raices se
lavaron cuidadosamente con agua corriente. Se seccion6 una porcion de 3 cm a partir
de la punta de la raiz hacia la corona, porcion que fue esterilizada sumergiéndola
durante tres minutos en hipoclorito de sodio al 0,2% y dos lavados posteriores con
ADE de dos minutos cada uno.

Las muestras estériles fueron cortadas en porciones de 3 mm. Para cada
tratamiento, una caja de Petri se dividio en dos y sobre medio APD % se sembraron
los trozos de dos plantas correspondientes al mismo tratamiento.

Una vez sembradas las porciones de raiz en el medio, las cajas se observaron
al microscopio cada tercer dia, durante nueve dias, para establecer la presencia
o la ausencia de los respectivos hongos inoculados y su crecimiento. Todo este
procedimiento se llevd a cabo tres veces.

Seguimiento del proceso infectivo de Fusarium sp. en uchuva

Como en las pruebas anteriores, la inoculacion se realizé6 sumergiendo las raices en
suspensiones de esporas. En este ensayo, nueve plantas de 20+1 cm de longitud por
tratamiento fueron evaluadas durante nueve semanas. Una vez inoculadas 5 min en
la suspension de esporas, se mantuvieron en bandeja de propagacion durante ocho
dias y entonces fueron trasplantadas a materas de 1 kg. El sustrato empleado fue
suelo y cascarilla de arroz (2:1) previamente humedecido y esterilizado a 121 °C, 15
atm durante 25 minutos. Las plantas fueron ubicadas al aire libre, irrigadas una vez
al dia a saturacion. Se aplicé fertilizacion cada tres semanas por irrigacion con N-P-K
a 1000 ppm. Las plantas fueron distribuidas al azar en el sitio de experimentacion.
Este experimento se repitio tres veces.

El experimento se modifico y se realizd utilizando el método de inoculacion con
salvado y grano. La modificacion consistio en que el suelo fue inoculado con el hongo
producido sobre una mezcla de salvado y granos de trigo, la cual se mezcloé con el
suelo a una proporcion mezcla:suelo de 1:100; asi se garantizé una carga de inoculo
muy alta (10°UFC/g de suelo). En el control se mezclaron 10 g de trigo estéril. Este
experimento se repitio tres veces.

Para determinar el avance de los diferentes hongos por el sistema vascular de las
plantas, semanalmente se index6 una planta por tratamiento durante un periodo de
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nueve semanas. La zona evaluada comprendia 2 cm por debajo del cuello radicular
y 2 cm por encima.

Cada semana, una planta de cada tratamiento fue escogida al azar y removida
del substrato cuidadosamente para evitar dafos al material. Las raices de cada
planta fueron lavadas con agua corriente para eliminar los restos de substrato. Una
vez realizado este lavado, se podo el paquete radicular para dejar expuesta la raiz
principal. Esta se seccioné para obtener la porcion de 4 cm, 2 cm por encima y
debajo de la corona, la cual fue esterilizada al sumergirla en hipoclorito al 0,2%
durante 3 minutos, seguido por dos lavados con ADE durante 2 minutos cada uno. Una
vez esterilizados, cada fragmento de 4 cm fue dividido en 8 fragmentos de 2,5 mm
de longitud, los cuales fueron inoculados en APD 1/4 (Figura 7A).

Enestos montajesse realizaron observaciones macroscopicas (estereomicroscopio)
y microscopicas (microscopio de luz) durante los primeros ocho dias para establecer
la presencia del hongo, su crecimiento a partir del sistema vascular, el avance desde
la zona radicular hacia la parte aérea de la planta y para corroborar que el hongo
que emergiera de las muestras fuera el correspondiente al inoculado previamente
en cada tratamiento.

Elaboracion de la escala de severidad

Se realizo utilizando el método de inoculacion con salvado y grano, con el mismo di-
sefio experimental que se muestra arriba. En este caso se modificé utilizando grupos
de 10 plantas, con 2 pares de hojas expandidas, el cual es un tamafo comercial, Gtil
para trasplantes. Este experimento fue realizado tres veces.

Debido a la falta de descripciones detalladas de los sintomas esperados, se
realizaron observaciones conducentes a la determinacion de los sintomas diferentes
al marchitamiento descendente, ya que este Ultimo es un sintoma terminal. El
monitoreo de las plantulas se realizé diariamente, pero se escogio la observacion
de cada séptimo dia como descriptor, debido a que no era evidente la diferencia
entre dos observaciones diarias. A partir de estas observaciones, se elaboro una
escala diagramatica de cinco grados, la cual fue evaluada en una repeticion del
experimento realizada posteriormente y en el campo, con observaciones propias y
del Ing. Carlos Ramirez de CIDELA.

Figura 7. Aislamiento de Fusarium sp. a partir de muestras de raiz. A. Muestras de raiz con tres dias
de incubacion; 1y 2 posibles Fusarium para aislar. B. Hongo aislado (Sanchez y Forero, 2009).
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RESULTADOS

Aislamiento de hongos de la raiz de uchuva en laboratorio

De las muestras obtenidas en las diferentes localidades se aislaron en total 50 hongos
correspondientes al género Fusarium (Figura 7).

Clasificacion de aislados

Los aislamientos resultaron pertenecer mayoritariamente a la especie F. oxysporum
con un 92% (46 aislamientos) y le siguieron 4 aislamientos pertenecientes a la espe-
cie F. solani (8%). Las caracteristicas observadas se ilustran en las Figuras 8, 9, y 10,
respectivamente.

Figura 8. Caracteristicas morfologicas para aislados de F. oxysporum. A-C. Monofialides
(400x) D-F. Clamidosporas (1000x) G-H. Macroconidias (1000x) I. Mesoconidia (1000x)
J-K. Microconidias (1000x) (Sanchez y Forero, 2009).

Figura 9. Caracteristicas morfoldgicas para aislados de F. solani. A-B Macroconidias
(1000x) C. Microconidias (1000x) D-E y F. Clamidosporas (1000x) E. Clamidosporas (1000x)
G. Monofialide (400x) (Sanchez y Forero, 2009).
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Figura 10. Pasos de las pruebas de patogenicidad. A-B Vista de plantas inoculadas. C. Observacion en
estereoscopio del crecimiento de micelio en corte longitudinal. D-E. Montaje de siembra de segmentos
del tejido cercano al cuello radicular de una planta inoculada (Sanchez y Forero, 2009).

Elaboracion de la escala de severidad

Luego de recabar la informacién necesaria, se determind una escala que permite
medir la severidad de la enfermedad inducida por F. oxysporum y otras especies de
Fusarium sobre uchuva. Esta escala es mostrada a continuacion (Figuras 11y 12) y es
ilustrada con las plantas del primer ensayo, por razones pedagogicas.

CONCLUSIONES

Se encontraron aislamientos que morfolégicamente fueron clasificados como Fusa-
rium solani; estos produjeron el sindrome de marchitez vascular en uchuva, lo que
hasta el momento no habia sido reportado para este cultivo.

La elaboracion de una escala diagramatica y grafica permitié identificar y describir
los sintomas causados por los aislamientos de Fusarium y detallar el progreso de la
enfermedad en uchuva. Su utilizacion por parte de agrénomos e investigadores ha
mostrado ser de utilidad en la deteccion temprana y la descripcion precisa.
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X Grado 0:

L - Hojas extendidas.

1A -Sin Encopamiento foliar.
| . -Planta turgente.

1 - Hojas con tonalidad
verde oscuro.

A

Grado 1
- Encopamiento foliar
| (20 - 40% de la plintula).
77| -Hojas menos  extendidas.

(B)

Grado 2:
- Encopamiento foliar
(40 - 60% de la plantula)
- Ligera epinastia
(30 - 50% de las hojas).

(C)

Figura 11. A. Grado cero en escala diagramatica para fusariosis en uchuva. Notese el color de las hojas,
asi como la posicion de la lamina foliar respecto al eje central de la planta. B. Grado uno en escala
diagramatica para fusariosis en uchuva. Notese la posicion de la lamina respecto al eje central de la
planta y los bordes levantados en forma de copa de las hojas mas jovenes. C. Grado dos en escala
diagramatica para fusariosis en uchuva. Notese la posicion de la lamina respecto al eje central de la
planta (epinastia leve a moderada) (Sanchez y Forero, 2009).




= Grado 3:
Y. 1 = - Encopamiento foliar
sl = (70-90% de la plantula) .
Uy - Epinastia (60 - 80% de la plintula)
AT = - Leve pérdida de turgencia
(g Fe - Nivel medio de marchitez,

A

Grado 4:
- Encopamiento foliar total.
- Todas las hojas presentan epinastia
- Perdida de turgencia,
- Nivel de marchitez medio-alte.
- Abscision de hojas en estratos bajor
medio.
- Tono foliar se aclara.
- Plntula afectada >75%

(B

Grado 5:
- Todas |as hojas entorchadas.
- Hojas completamente caldas.
- Nivel de marchitez alto,
Amarillamiento presente en algunas
hojas.
- Tallo se ladea y Ia plantula muere.

(C)

Figura 12. A. Grado tres en escala diagramatica para fusariosis en uchuva. Notese la posicion de la lamina
respecto al eje central de la planta (epinastia marcada) y los bordes levantados en forma de copa de las
hojas mas jovenes (pérdida de turgencia notoria). B. Grado cuatro en escala diagramatica para fusariosis
en uchuva. C. Grado cinco en escala diagramatica para fusariosis en uchuva. Notese que solo permanecen
las hojas apicales de la planta, debido a la defoliacion que se presenta (Sanchez y Forero, 2009).
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